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Lumineszenz-Immuno-Teste, Verfahren zur Stabilisierung und Qualitatskontrolle derselben.

@ Lumineszenz-immuno-Teste bestehen aus einem zur
Lumineszenz befihigten, mit Phthalhydraziden markierten
Antigen oder Antikérper, einem vorzugsweise tragergebun-
denen Antikorper oder Antigen und einem die Lumineszenz
austosenden oxidierenden Reagenz und sind dadurch
gekennzeichnet, daR das oxidierende Reagenz eine
vorgefertigte, gegebenenfalls durch ein Bakteriostatikum
stabilisierte Lésung von Katalase und der Initiator eine
mindestens 20 Minuten alte, vorgefertigte alkalische Perox-
idldsung ist. Diese Lumineszenz-immuno-Teste sind beson-
ders stabil sowie einfach und preiswert einer Qualitdtskon-
trolle zu underziehen.
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Lumineszenz-Immuno-Teste, Verfahren zur Stabilisierung

und Qualitdtskontrolle derselben

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Lumineszenz-
Immuno-Teste bestehend aus einem zur Lumineszenz befi-
higten, mit Phthalhydraziden markierten Antigen oder
Antikdrper, einem vorzugsweise trdgergebundenen Anti-
kdrper oder Antigen und einem die Lumineszenz ausl&sen-
den oxidierenden Reagenz sowie Verfahren zur Stabili-
sierung und Qualit&tskontrolle derartiger Teste.

Lumineszenz-Immuno-Teste sind prinzipiell gut geeignet
fliir immunologische Bestimmungen, da sie bei sorgfdlti-
ger und kompetenter Handhabung alle Anforderungen an
Prizision und zu erreichende MeBgrenzen in optimaler
Weise erfiillen. Bislang ist diese Methode jedoch auf
wenige spezialisierte Laboratorien beschré@nkt geblie-
ben, da die Handhabung bisher noch relativ umstd&ndlich
ist und nur bel sorgfdltigster und kompetenter Handha-
bung zuverldssige Ergebnisse erzielt werden.

Ein weiterer Nachteil von Lumineszenz-Immuno-Testen
besteht darin, daB die oxidierenden Reagenéien zZur Aus-
16sung der Lumineszenz nicht iliber ldngere Zeit haltbar
sind und deshalb bisher stets frisch angesetzt werden
muSten. Dies wiederum macht die notwendige Qualitdts-
kontrolle sehr schwierig und aufwendig.

Die Erfindung hat sich somit zundchst einmal die Aufga-
be gestellt, mdglichst viele der notwendigen Reagenzien
und Komponenten in eine stabile Form 2zu bringen, fiir
die dann auch eine vereinfachte und zuverl&ssige Quali-
tdtskontrolle m&glich ist.
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In der deutschen Patentanmeldung P 34 39 742 der Anmel-
derin ist ein Verfahren zur Initiierung der Lichtemis-
sion durch Oxidation von Phthalhydraziden in Lumines-
zenz-Immuno-Testen vorgeschlagen worden durch Zugabe
von Pseudoperoxidase, wissrigem Natriumhydroxid und
wissrigem Peroxid, bei dem die Pseudoperoxidase vor der
Messung dem Testansatz zugegeben wird und die Initiie-
rung der Lichtemission durch Zugabe einer 0,3 bis 10
Stunden alten L&sung von alkalischem Peroxid erfolgt.
versuche, die Mikroperoxidase ln geldster Form zu sta-
bilisieren, sind gescheitert, da dieses Enzym insbeson-
dere bei h&heren Temperaturen des Versandes oder der
Lagerung mehr oder weniger stark abgebaut wird und sei-
ne Aktivit#dt verliert. Schroeder und Yeager (Analytical
Chemistry, Vol. 50, No. 8, Seiten 1114-1120) haben in
einer Vergleichsstudie verschledene ‘oxidierende Reagen-
zien untersucht. Aus dieser Vergleichsstudie geht her-
vor, daB insbesondere Hematin und Mikroperoxidase be-
sonders geeignet sind, weshalb auch in der Folgezeit
die Mikroperoxidase als der Katalysator der Wahl ange-
sehen wurde. Leider ist es jedoch nach wie vor ndtig,
die Mikroperoxidase-L&sung zumindest t#glich frisch
anzusetzen und am selben Tage 2zZu verbrauchen. Unter-
suchungen der Anmelderin fiihrten zu dem Ergebnis, das
auch Hemin und Hematin keine lagerstabilen L&sungen
geben. Versuche mit Peroxidase fiihrten im Vergleich zur
Mikroperoxidase zu deutllch schlechterer Signalausbeu-

te, so daB auch sie flr die Praxis nicht in Frage
kommt.

Uberraschenderwelse wurde gefunden, daB das Enzym Kata-
lase, insbesondere in gepufferter Form und in Gegenwart
eines Bakteriostatikums, sehr stabile L&sungen liefert,
die auch gute Lichtausbeuten bei der Verwendung als

Katalysator zur Ausldsung der Lumineszenz gewdhrleisten.
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Besonders {(berraschend war, daB als Bakteriostatikum
nicht nur Antibiotika, sondern auch Natriumazid verwen-
det werden kann. Da HNatriumazid als Enzymgift bekannt
ist, war keinesfalls vorherzusehen, da8 dieses Mittel
fiir die Stabilisierung einer Katalase-LOsung flir Lumi-
neszenz-Immuno-Teste {iberhaupt geeignet wdre. Als Puf-

fer flir die Katalase-L8sung eignen sich insbesondere

a) physiologische Kochsalzl@sung (0,15 Mol/1 NacCl),
b) 0,05 Mol/l Phosphat (pH 6),
beide gegebenenfalls unter Zusatz von 10 uMol/1l
Thymol. '

Die neuen erfindungsgemdBen Lumineszenz-Immuno-Teste
sind somit dadurch gekennzeichnet, daB das oxidierende
Reagenz eine vorgefertigte, gegebenenfalls durch ein
Bakteriostatikum stabilisierte LOsung von Katalase und
der Initiator eine mindestens 20 Minuten alte, vorge-
fertigte alkalische Peroxidlésung ist. Als Peroxide
haben sich insbesondeie-komplexierte Peroxide be&ﬁhrt,
da diese in fester Form lagerbestdndig sind und in al-
kalischer LOsung nach mindestens 20 Minuten Lagerung
fiir die Dauer eines MeBtages ausreichend stabil sind.
Das Alter von 20 Minuten ist erforderlich, da wihrend
der ersten 20 Minuten nach dem Zusammengeben von Peroxid
und Alkali eine deutliche Signalverstdrkung im Lumines-
zenz~-Immuno-Test beobachtet wird, die zu einer wesent-
lichen Verbesserung der Empfindlichkeit und der unteren
Nachweisgrenze fiihrt., Wdhrend der ersten 20 Minutén
filhrt diese Reifung der L&sung jedoch zu Verfdlschungen
der MeBwerte. Optimale Ergebnisse werden somit erzielt,
wenn die alkalischen Peroxidldsungen 20 Minuten bis 10
Stunden alt sind.
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Er findungsgem¥B ist es jetzt m¥glich, Lumineszenz-Immu-
no-Teste bestehend aus einem zur Lumineszenz bef&hig-
ten, mit Phthalhydraziden markierten Antigen oder Anti-
k8rper, einem vorzugsweise trigergebundenen Antikdrper
oder Antigen und einem die Lumineszenz ausl8senden oxi-
dierenden Reagenz 2zu stabilisieren, dadurch daB das
oxidierende Reagenz in Form einer vorgefertigten, gege-
benenfalls durch ein Bakteriostatikum stabilisierten
Lésung von Katalase und der Initiator in Form einer
mindestens 20 Minuten alten, vorgefertigten alkalischen
Peroxidldsung zugegeben werden.

Als Peroxide eignen sich insbesondere die festen, kom-
plexierten Peroxide wie Natriumperoxid, Natriumpercar-
bonat, Natriumperborat, Ammoniumperoxodisulfat und han-
delsiibliche Perhydrit(R)-Tabletten, in denen Wasser-
stoffperoxid an Harnstoff gebunden ist. '

Als Phthalhydrazide eignen sich insbesondere das
GLﬁ-(4—Aminobutyl—N—ethyl)isolumino}]-hemisuccinamid
(ABEI-H) sowie Substanzen wie sie beschrieben sind in
den US-PS 4,363,759, 4,334,069,4,297,273, 4,225,485 und
4,331,808. Weitere gut geeignete Phthalhydrazide sind
solche mit einem anellierten Benzolring wie die Naph-
thylhydrazide.

ErfindungsgemdB ist es jetzt auch wesentlich einfacher -

und schneller m8glich, die erforderliche Qualitdtskon-
trolle der Lumineszenz-Immuno-Teste durchzufiihren. Die-
se Qualititskontrolle sollte sowohl den einwandfreien
zustand der die Lumineszenz ausl&senden Reagenzien als

auch des MeBgerites erfassen. Dabei hat sich gezeigt,

daB die unterschiedlichen Konzepte der heute handelsib-

lichen Luminometer zu erheblichen Abweichungen und da-

durch nicht akzeptablen Stdrungen fiihren kdnnen.

0236997
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Je nach der Art der Messung der Chemilumineszenz-Signa-
le erhilt man nimlich sehr unterschiedliche MeBgrdBen.
So erfassen einige Luminometer die Chemilumineszenz-
Signale in Form von Photonenstrmen (MeBgrdBe = Volt)
und andere in Form von Einzelphotonen-Ereignissen (MeSB-
grése = Impulse oder Counts). Weiterhin hat sich ge-
zeigt, daB selbst bei Verwendung mehrere Gerdte des
gleichen Gerdtetyps unter Verwendung ansonsten vollig
gleicher Reagenzien von Gerdt zu Gerdt Schwankungen von
mehr als 20% beobachtet werden. Dies liegt offensicht-
lich an der Schwierigkeit einer Eichung der in Lumino-
metern verwendeten Photomultiplier.

Bei den vergleichenden Untersuchungen nicht nur ver-
schiedener Reagenzien, sondern auch verschiedener Gerd-
te wurde die {iiberraschende Feststellung gemacht, daB
bei der Messung von definierten chemilumineszenten Kon-
trollproben, die sich in ihren MeBwerten um einen defi-
nierten Faktor zwischen 2 und 100, vorzugsweise zwi-
schen 5 und 20, unterscheiden, der Quotient aus den
MeSwerten dieser Kontrollproben, unabhiéngig vom verwen-
deten MeBgerdt, in relativ engem Rahmen konstant ist.
Daraus ergibt sich, daB man bereits mit Hilfe von zwei
Kontrollwerten I und II, die sich um einen definierten
Faktor (beispielsweise' 10) unterscheiden, die Gerdte
und Chemikalien zuverldssig und einfach priifen kann,
sofern folgende Werte gemessen bzw. errechnet werden: -
a) Gerdteleerwert (GLW)

b) Reagenzienleerwert (RLW)

c) Kontrollwerte I und II (KI und KII)

d) der Quotient KII/KI und

e) der Quotient KI/RLW.

In einigen Fdllen kann es sinnvoll sein, zusdtzlich den
Quotienten RLW/GLW zu errechnen.
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Auf alle FHdlle ist es m&glich, diesen MeBwert einem
Rechner einzugeben, der bei Abweichungen von den Soll-
werten die m8glichen Fehlerquellen direkt anzeigt.

Besonders iberraschend war der Befund, daf auBer den
oben genannten Mefiwerten und Quotienten die nur vor der
Bestimmungsserie ermittelt werden k&nnen, auch wéhrend
der Bestimmungsserie die Qualit#tskontrolle fortgesetzt
werden kann, da auch bei den eigentlichen Messungen die
Signal-Halbwertzeit T 1/2 nahezu konstant ist.

Durch Messung dieser Signal-Halbwertzeit und Vergleich
mit dem urspriinglichen Wert unmittelbar nach der Kali-
brierung des Gerdtes wird angezeigt, daB noch alle Pa-
rameter in Ordnung sind und somit zuver ldssige Ergeb-
nisse erwartet werden k&nnen. Ein allm#hliches oder
plétzliches Abweichen der Signal-Halbwertzeit zeigt an,
daB entweder am Gerit oder den Reagenzien Fehler einge-
treten sind, die die Zuverlissigkeit des Endergebnisses
beeintrichtigen kénnen.

Der Geriteleerwert (GLW) wird ermittelt durch eine Mes-
sung ohne Zusatz von Reagenzien. Die erhaltenen Werte
sollten hier relativ klein sein und den vom Gerdteher-
steller angegebenen Erfahrungswerten entsprechen. Eine
Stdrung durch unerwlinschtes Fremdlicht duBert sich durch
extrem hohe Impulsraten, oft liber der oberen Erfassungs-
grenze des Gerdtes.

Der Reagenzienleerwert (RIW) wird ermittelt, indem vorab
die Katalase-Ldsung und in der MeBposition des Lumino-
meters die alkalische Peroxidldsung in ein MeBrOhrchen

injiziert werden und die Lumineszenz gemessen wird.
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Diese MeBwerte liegen im allgemeinen hbher als der GLW,
dlirfen aber wiederum eine aus Erfahrungswerten festzu-
setzende obere Grenze nicht {iberschreiten. Ein deutli-
ches Uberschreiten des Grenzwertes RLW bei korrektem
GLW deutet auf die Kontamination eines oder beider che-
milumineszenz-ausldsenden Reagenzien mit einer Substanz
hin, die ein entsprechendes unspezifisches Chemilumi-
neszenz-Signal erzeugt. Auch kontaminierte MeBrohrchen
kdnnen die Ursache sein. Ist jedoch GLW = RLW, so kann
dies an der Verwendung bereits unbrauchbar gewordener
Reagenzien liegen oder an einem fehlerhaften Injekti-
onssystem. .

Der Quotient KII/KI sollte dem Wert entsprechen, auf

den hin die Kontroll-Ldsungen KI und KII eingestellt

wurden. Der Quotient KI/RLW sollte im Bereich zwischen

20 und 70 liegen. Um eine ausreichende Zuverldssigkeit

zu gewdhrleisten, sollte Jjede Messung mindestens in

Doppel-, besser in Dreifach-Bestimmungen erfolgen und

der Mittelwert hieraus verwertet werden. Liegt der Vari-
ationskoeffizient dieser Mehrfach-Bestimmungen iiber 5%,

so ist nach der Ursache zu suchen. Bei deutlichen Abwei-
chungen der Quotienten KII/KI und KI/RLW deuten HGhe

und Art der Abweichung wiederum auf bestimmte Fehler

hin, nach denen gezielt gesucht werden kann.

Durch die Tatséche, daB bei einwandfreiem Gerdt und
einwandfreien Reagenzien die Signal-Halbwertzeit T 1/2
nahezu konstant ist, ermdglicht die Messung dieses Para-
meters eine stidndige Uberpriifung jedes einzelnen MeBwer-
tes. Es hat sich weiterhin gezeigt, daB die Messung
bzw. Berechnung der oben genannten MeBwerte und Quoti-
enten sowie insbesondere der Signal-Halbwertzeit nicht

nur fiilr die erfindungsgeméBen Lumineszenz-Immuno-Teste

0236997
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anwendbar ist, sondern in gleicher Weise auch flir ande—
re Teste, in denen als lumineszierendes System mit Acri-
dingruppen markierte Antigene oder Antikdrper verwendet
werden. Als Acridin-Derivate éignen sich insbesondere

Substanzen, wie sie beschreiben;sind in der EP-0S 0 082
636. '

FEin weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist
somit auch das Verfahren zur Qualit#tskontrolle von
Lumineszenz—Immuno-Testen,bestehend aus einem zur Lumi-
neszenz befihigten, mit Phthathdraziden oder Acridin-
Gruppen markierten Antigen oder Antikdrper, einem vor-
zugsweise trigergebundenen Antikdrper oder Antigen und
einem die Lumineszenz auslﬁsenden oxidierenden Reagenz,
dadurch gekennzeichnet, daB erforderlichenfalls das
oxidierende Reagenz eine vorgefertigte, gegebenenfalls
durch ein Bakteriostatikum ‘stabilisierte Ldsung von
Katalase und der Initiator éine mindestens 20 Minuten
alte, vorgefertigte alkalisché'iPéroxidlﬁsung ist und
daB folgende Werte gemessen béw. errechnet werden:

a) Geriteleerwert (GLW) 7

b) Reagenzienleerwert (RLW)

c) Kontrollwerte I und II (KI und KII)

d) der Quotient KII/KI und E

e) der Quotient KI/RIW.

Vorzugsweise werden die MeBwerte'a) bis e) in einen
Rechner eingegeben, der bei Abweichungen von Sollwerten
die mdglichen Fehlerquellen anzeigt. Vorzugsweise wird
zusitzlich die Signal-Halbwertzeit T 1/2 gemessen und
mit dem Sollwert verglichen und damit eine permanente
Qualitidtskontrolle erzielt. »

In Sonderfillen und bei bestimmten Gerdtetypen mag es

sinnvoll sein, zusdtzlich den Quotienten RIW/GILW zu
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errechnen, um bei Abweichungen dieses Quotienten auf
bestimmte Fehlermdglichkeiten hinzuweisen.

Die erfindungsgemiBen Lumineszenz-Immuno-Teste, das
Verfahren zu ihrer Stabilisierung und das Verfahren zur
Qualitdtskontrolle sind in den nachfolgenden Beispielen
niher erliutert. '

Beispiel 1

Herstellung einer gebrauchsfertigen und lagerstabilen
Katalase-Ldsung:

4 - 20 x 106 Units Katalase aus Rinderleber, Molekular-
gewicht ca. 240.000, werden in 1 Liter 0,15 mol/l1l NacCcl
und 0,1% (Gew./Vol.) Natriumazid gel®dst. Ein Unit Ka-
talase ist dabei definitionsgem@B die Enzymmenge, die

1 pmol Wasserstoffperoxid pro Minute bei einem pH-Wert

von 7,0 und einer Temperatur von 25°C umsetzt. Die zu
wihlende Endkonzentration in Units Katalase/l hidngt von'
der Beschaffenheit des flir die Ausldsung des Chemilumi- '
neszenz~Signals von Phthalhydraziden und deren Deriva-.

ten zusdtzlich erforderlichen bzw. verwendeten Reagenz
ab und ist entsprechend anzupassen bzw. zu optimieren.

Die oben beschriebene L&sung ist bei 4°C 6 Monate und
bei Raumtemperatur 2 Monate stabil. Selbst bei 37°C
weist sie noch eine Haltbarkeit von 35 Tagen auf.

Die gleiche Katalase-Losung ohne Zusatz von Natriumazid
ist, insbesondere bei hdheren Temperaturen, sogar noch
etwas besser haltbar, jedoch besteht die Gefahr einer
bakteriellen Infektion. Die MeBwerte fiir die Langzeit-
stabilitdt erfindungsgemdBer Katalase-LOsungen finden
sich in der anliegenden Abbildung 2.

0236997
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Aus den Ergebnissen ergibt sich, daB diese L¥sung auch
in den Sommermonaten ohne weiteres vom Hersteller zum
anwender versendet werden kann, ohne daf zu erwarten
jst, daB die L®sung unbrauchbar wird. Durch den Zusatz
von Natriumazid wird selbst nach 6 Monaten kein bakte-
rielles Wachstum beobachtet. Die Enzymaktivitidt wird
durch diesen Zusatz nur unwesentlich beeintrdchtigt.

Die MeBwerte der Abbildung 2 wurden erhalten, indem
jeweils 100 pl einer Kontrollprobe (Phthalhydrazid-De-
rivat markiertes Protein), die in einem Berthold-Lumi-
nometer LB 9500 ein definiertes Chemilumineszenz-Signal
erzeugen kann, mit 300 pl einer Katalase-Gebrauchsl&sung
versetzt wurden, die unter den angegebenen Bedingungen
gelagert wurde. Nach Einbringen der Probe in die MeBpo-
sition wurde durch Injektion.'von 300 pl alkalischer
Peroxidl8sung die Chemilumineszenz-Reaktion gestartet.
pie erhaltenen Signale wurden denen mit einer f£frisch

hergestellten KatalasefGebraﬁchslﬁsung gegeniiberge-~
stellt und in Prozent angegeben.

Beispiel 2

Herstellung von alkalischen PeroxidlSsungen:
L&sung A

100 mg Natriumpercarbonat (2Na2€03 x 3H,0,) werden in
100 ml 0,2 N Natronlauge geldst. Diese LOsung bleibt
vor der Anwendung 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen.
zur Ausldsung der Chemilumineszenz-Signale von Phthal-
hydrazid-Derivaten und Acridinium-Derivaten werden 300.
pl dieser Losung in der MeBposition des Luminometers in

geeignete MeBr&hrchen injiziert, die die zu messende
Probe enthalten.
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pie LBsung ist bei Raumtemperatur (18 bis 22°C) minde-
stens einen MeBtag und bei Kiihlschranktemperatur (4°C)
ca. 7 Tage stabil. 100 mg Natriumpercarbonat enthalten
so viel Aktivsauerstoff wie ca. 80 mg 35% Wasserstoff-

peroxid.

LOsung B

200 mg Natriumperborat (NaBO, X H,0, X 3H20) werden in
100 ml 0,2 N Natronlauge geldst. Verwendung wie bei L&~
sung A. L&sung B ist bei Raumtemperatur (18 bis 22°C)
mindestens einen MeBtag und bei Kiihlschranktemperatur
(4°C) mindestens 10 Tage stabil. 100 mg Natriumperborat
enthalten so viel Aktivsauerstoff wie ca. 61 mg 35%
wasserstoffperoxid.

Losung C

1 Perhydrit(R)—Tablette (=1 g) &ird geldst in 100 ml 1
N Natronlauge. Verwendung wie bei Lésung A. Lésung C
ist bei Raumtemperatur (18 bis 22°C) mindestens einen
MeB8tag und bei Kilhlschranktemperatur (4°C) mindestens
10 Tage stabil. 1 Perhydrit(R)-Tablette (= 1 g) enthdlt
so viel Aktivsauerstoff wie ca. 1 g 35% Wasserstoffper-
oxid.

BReispiel 3

Lumineszenz-Immuno-Test-Kit:

Fiir die Lumineszenz-Immuno-Teste werden zweli getrennte
Packungen mit folgendem Inhalt hergestellt:

Immuno-Kit (ausreichend fiir 100 Bestimmungen):

In separaten Flaschen werden fiir 100 Bestimmungen aus-
reichende Mengen triégergebundener Antikdrper oder Anti-

gene sowie mit einem Phthalhydrazid-Derivat markierte
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Antik&rper bzw. Antigene aﬁéepackt sowie eine Standard-
vVerdiinnungsreihe mit definiérten Konzentrationen des
Antigens bzw, Antiﬁbrpers zum Kalibrieren. Bei Immuno-
Testen 2.B. nach einer Sandwich-Methode wird ein ent-
sprechender zweiter Antigen- oder speziesspezifischer
Antik8rper mitgeliefert. Diese Immuno-Kits werden f£fiir
die jeweilige Bestimmung zusammengestellt, sind jedoch
allesamt einsetzbar zusammen mit dem nachfolgenden Rea-
genzien-Kit:

Reagenzien-Kit (£flir 1.000 bis 5.000 Bestimmungen):

Im Reagenzien-Kit sind zusammengestellt die mit Azid
stabilisierte Katalase-Ldsung, festes, komplexiertes
Peroxid und 1 N Natronlauge sowie Kontroll-L&sungen I
und II mit dem lumineszierenden Derivat.

Zzur Anwendung wird das Peroxid in der Natronlauge ge-
18st. Diese L®sung ist nach 20 Minuten Alterung einsetz-
bar und mindestens wdhrend des ganzen MeBtages haltbar.

Beispiel 4

Qualitdtskontrolle:

!lber eine Reihe von verschiedenen Luminometern wurden
die Geriteleerwerte (GLW), die Reagenzienleerwerfe (RLW)
und die Kontrollwerte I und II (KI und KII) gemessen
und die Quotienten XII/KI und KI/RLW berechnet. Die
Ausldsung der Chemilumineszenz-Signale erfolgte mit der
oben beschriebenen Katalase-LOsung und alkalischer Per-
oxidlésung. Jeder Wert wurde dreifach gemessen und der

Mittelwert eingesetzt. Die Variationskoeffizienten lagen
stets unter 5%.

Die MeBergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle
zusammengestellt.
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Luminometer- MeBdaver RLM K1 K II KI1/KI KI/RLW

Gerédtetyp ‘

LKB 1251 20 sec. 10 {mV) 349 3079 8.82 34.9

Berthold LB 950 | 10 sec. 12 (Ip?. 540 5350 9.9 45
% 1077)

Berthold LB 10 sec. 664 22516 214070 9.51 33.9

9500, Gerdt 1 (Impulse)

LB 9500,Gerdt 2 | 10 sec. 899 31352 298094 9.5 34.9
(Impulse)

LB 9500,Gerdt 3 { 10 sec. 1314 39784 406095 10.2 30.2
{Impulse)

LB 9500,Gerdt 4 | 10 sec. 620 21376 218080 10.2 34.5
(Impulse) !

Um die Auswirkung typischer Fehler an den Reagenzien zu
kontrollieren, wurden diese bewuBSt herbeigefiihrt. Dazu
wurde unter Verwendung des Luminometers Berthold LB
2500 und unter Verwendung der oben beschriebenen erfin-
dungsgemiéif hergestellten bzw. bewuBt fehlerhaften modi-

fizierten Reagenzien die folgenden Werte gemessen bzw.
errechnet:

RLYW K1 K II KII/K1 K 1/RLYW
(Impuise) | {Impulse),! (Impuise)

Gerdteleerwert (GLW)-Mittel = 40 Impulse

intakte Referenz 640 36270 367116 10.1 56.67
H,0 anstatt 70 61 64 1.05 0.86
Ngtronlauqe
Peroxid 62 61 66 1.08 1.06
vergessen
Katalysator 81 96 106 1.19 1.3
veraessen
Katalysator 83 ay; 66818 9.39 85.75
10fach verdiinnt
Katalysator 68 980 6739 6.88 14.41 .
100fach verdiinnt
alk. Peroxidlsg. 655 27300 264400 9.68 41.68
zu 50% zerfallen
alk. Peroxidlsg. 430 6380 58162 9.12 14.84 :
2u 95% zerfallen i




10

15

20

25

30

- 20 - ¥ 0236997

Ein typisches Beispiel fiir den Computer-Ergebnisaus-
druck eines erfindungsgemdB durchgefiihrten Qualitédts-
kontrollablaufes zur Priifung des MeBgerdtes und der
erfindungsgemif hergestellten Katalase- und alkalischen

Peroxid-Gebrauchsl&sungen sieht folgendermaBen aus:

* %k k k * % % % % %

Qualitdtskontrolle
Datum

* k *k k k % %k * %k %

GLWY 37
GLW2 41
GLW 39

RLW1 673
RLWZ 660
RLW3 657
RLW4 668
RLW 664.5

Kontrolle I 1 23209
Kontrolle 1 2 22381
Kontrolle I 3 21995

Kontrolle II 1 220195
Kontrolle II 2 210722
Kontrolle I1 3 211293

Kontrolle I 22516
Kontrolle II 214070

Prizision 1 2.8 %
Prizision I1 2.5 %

K II/K I 9.51
K I/RLW 33.9

MeBsystem und Gerdt in Ordnung
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‘Ein: typisches Beispiel flir ein FlieBdiagramm zum Ablauf
eines Qualitédtskontrollprogramms zur Priifung des MeBge-
-rétes sowie der erfindungsgemds hérgestellten Katalase~
-und -alkalischen Peroxid-Gebrauchsldsungen ist in der
-anliegenden Abbildung 3 dargestellt.

Der zeitliche Ablauf einer Chemilumineszenz-Messung
-unter. Verwendung. . der erfindungsgemdB hergestellten Re-
agenzien ist in der anliegenden Abbildung 1 dargestellt.
Nach Zugabe des Katalysators (= Katalase-Gebrauchslo-
-suhg)  zum Zeitpunkt A zu der zu messenden Probe (ent-
. £811t beispielsweise bei Verwendung von Acridin-Deriva-
-ten) wird, das MeBrdhrchen mit der Probe in das Lumino-
‘meter eingebracht  (Zeitpunkt B). Durch ein geeignetes
~Injektionssystem wird in der MeBposition gebrauchsferti-
ge alkalische Peroxidldsung injiziert (Zeitpunkt C) und
die Chemilumineszenz-Messung gestartet. Als MeBgrdBe
- dient -dag: -im . Computer ermittelte Intergral unter der
Kurve der Lichtintensitdt von t = O‘bis t=n (n = MeB-
dauer) zum Zeitpunkt D. Die Signal-Halbwertzeit T 1/2
ergibt sich aus dem Zeitpunkt der Erreichung der H&lfte
der maximalen Intensitét I max. Dieser Wert ist bei
einwandfreien Gerdten und einwandfreien Reagenzien iiber
den gesamten Tagesverlauf nahezu konstant und ist somit
ein Hinweis auf das weiterhin voll funktionstlichtige

System.

Die umfangreichen Messungen mit dem erfindungsgem&Ben
System haben gezeigt, daB die Stabilitdt der Katalase-
16sung noch verbessert werden kann durch den Zusatz von
Ethanol und EDTA. Durch diese Zusdtze kann der beobach-
tete langsame Shift von hSheren zu niedrigeren Werten
innerhalb von Stunden verhindert werden. Ethanol wirkt
als sehr langsam reagierendes Substrat der Katalase,
reagiert jedoch wesentlich langsamer als Peroxid.
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In Abwesenheit von Peroxid wird etwas Ethanol d\itch

Katalase und Luftsauerstoff langsam oxidiert, ohne das

die chemilumineszenten Eigenschaften der Phthalhydra-
zide beeinfluft werden. EDTA wirkt komplexierend auf
zweiwertige Metallionen, die ebenfalls 1angsam'die Che~
milumineszenz der Phthalhydrazide ausldsen kﬁnnen.'

Eine optimierte Katalaseldsung hat daher folgende zi;-
sammensetzung:

4 - 20 % :LO6 Units Katalase aus Rinderleber, Molekular-

gewicht ca. 240.000, werden in 1 1 0,15 mol/l NaCl und

0,1% (Gew./Vol.) Natriumazid gelbst, wobei Ethanol (1~
bis 10%-ig, vorzugsweise 3%-ig) und ED'I‘A-Natfiuasalz
(Ethylendiamintetraacetat) 0,1 - 5 g/l1, vdrzuqswe-i.se
1 g/1 zugesetzt werden. ' '

In der Abbildung 4 ist eine Tabelle von Pehler‘mﬁg],iché
keiten und ihre Beseitung zusammengestellt. .

0236997
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Patentansprilche

Lumineszenz-Immuno-Teste bestehend aus einem zur Lumi~
neszenz befdhigten, mit Phthalhydraziden markierten An-
tigen oder AntikOrper, einem vorzugsweise trHgergebun-
denen Antikdrper oder Antigen und einem die Lumineszenz
ausldsenden oxidierenden Reagenz, dadurch gekennzeich-
net, da8 das oxidierende Reagenz eine vorgefertigte,
gegebenenfalls durch ein Bakteriostatikum stabilisierte
Losung von Katalase und der Initiator eine mindestens

20 Minuten alte, vorgefertigte alkalische Peroxidl¥sung
ist.

Lumineszenz-Immuno-Teste gemdB Anspruch 1, dadurch ge-

kennzeichnet, daB als Bakteriostatikum Natriumazid ver-
wendet wird.

Lumineszenz-Immuno~Teste gemdB Anspruch 1 oder 2, da-
durch gekennzeichnet, daf als Peroxid komplexierte Per~
oxide verwendet werden.

Lumineszenz-Immuno-Teste gemdB Anspruch 1 oder 2, da-
durch gekennzeichnet, daB die L8sung zusdtzlich Ethanol
und EDTA enthélt.

Verfahren zur Stabilisierung von Lumineszenz-Immuno-Te-
sten, bestehend aus einem zur Lumineszenz bef#dhigten,
mit Phthalhydraziden markierten Antigen oder Antikdr-
per, einem vorzugsweise trédgergebundenen Antik&rper
oder Antigen und einem die Lumineszenz ausl®senden oxi-
dierenden Reagenz, dadurch gekennzeichnet, daB das oxi-
dierende Reagenz in Form einer vorgefertigten, gegebe-
nenfalls durch ein Bakteriostatikum stabilisierten L&-
sung von Katalase und der Initiator in Form einer min-
destens 20 Minuten alten, vorgefertigten alkalischen
Peroxidldsung zugegeben werden.




10

15

20

25

30

10.

ey

€ € - 4 P PR

J 1o - 0236997

Verfahren gemiB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB

als Bakteriostatikum Natriumazid verwendet wird.

Verfahren gemdB Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeich-
net, daB als Peroxid komplexierte Peroxide verwendet

werden.

verfahren gemdB Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeich-

net, daB die L&sung zusitzlich Ethanol und EDTA ent-
hdlt.

Vverfahren zur Qualitédtskontrolle von Lumineszenz-—Immu-
no-Testen, bestehend aus einem zur Lumineszenz befdhig-
ten, mit Phthalhydraziden oder Acridin-Gruppen markier-
ten Antigen oder Antikorper, vorzugsweise trédgergebun-
denen Antikérpern oder Antigenen und einem die Lumi-
neszenz ausldsenden oxidierenden Reagenz, dadurch ge-
kennzeichnet, daB erforderlichenfalls das oxidierende
Reagenz eine vorgefertigte, gegebenenfalls durch ein
Bakteriostatikum stabilisierte L&sung von Katalase und
der Initiator eine mindestens 20 Minuten alte, vorge-
fertigte alkalische Peroxidl®dsung ist und daB folgende
Werte gemessen bzw. errechnet werden: )

a) Geriteleerwert (GLW)

b) Reagenzienleerwert (RLW)

c) Kontrollwerte I und II (KI und KII)

d) der Quotient KII/KI und

e) der Quotient KI/RLW.

verfahren zur Qualitdtskontrolle gemiB Anspruch 9, da-
durch gekennzeichnet, daB die MeBwerte a) bis e) einem
Rechner eingegeben werden, der bei Abweichungen von

Sollwerten die moglichen Fehlerquellen anzeigt.
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Verfahren gemdf8 Anspruch 9 oder 10, dadurch gekenn-

zeichnet, daf zusitzlich der Quotient RLW/GLW berechnet
wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 11, dadurch
gekennzeichnet, dafB zus8tzlich die Signal-Halbwertzeit
T 1/2 gemessen und mit dem Sollwert verglichen wird.
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